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Les pressions arttrielles systoliques et diastolique des sujets Placebo et ING 911 augmentent de 
mar&e significative au cours du test de Stroop par rapport aux valeurs de repos. Cependant, les 
pourcentages de variation des pressions arttrielles systolique et diastolique des sujets Placebo sont 
significativement plus 6levCs que ceux des sujets du groupe ING 911. 
Les frtquences cardiaques des sujets Placebo et ING 911 augmentent de manibre significative au 
tours du test de Stroop par rapport aux valeurs de repos et on ne note pas de difference significative 

entre les pourcentages de variation des frtquences cardiaques des sujets des deux groupes. 

Les pressions arterielles systolique et diastolique des sujets Placebo et ING 911 augmentent de 
man&e significative au cows du test au froid par rapport aux valeurs de repos avant le test. Si on ne 
note pas de difference significative entre les pourcentages de variation des pressions arterielles 
systoliques des sujets des deux groupes, le pourcentage de variation de la pression arterielle 
diastolique des sujets Placebo tend ?I augmenter par rapport a celui des sujets ING 911. 
Alors que la frequence cardiaque des sujets du groupe ING 911 reste statistiquement Cquivalente au 
tours du test au froid, celle des sujets Placebo augmente de manibre significative. On ne note pas de 
difference signifrcative entre les pourcentages de variation des frequences cardiaques des sujets des 
deux groupes. 

Malgrt une diminution naturelle du taux de cortisol tout au long de la joumee, celui des sujets 
Placebo reste statistiquement equivalent entre le debut et la fin des tests de stress (entre 8h et llh). 
Dans la m&me periode, le taux de cortisol des sujets du groupe ING 911 diminue de man&e 
significative. Parallelement, le taux d’ACTH plasmatique des sujet Placebo tend a augmenter entre 
le debut et la fin des tests de stress, alors que celui des sujets du groupe ING 911 diminue, mais pas 
de man&e significative. On ne note pas de difference significative entre les pourcentages de 
variation des taux de cortisol et d’ACI?I plasmatiques des sujets des deux groupes. 

Les result&s du test de Stroop montrent une activite bedfique significative de l’hydrolysat 
ING 911. Cette activite pourrait &t-e due 1 une reduction de la perception de la contrainte 
psychologique chez les sujets trait& avec l’hydrolysat puisque les resultats du test au froid 
indiquent qu’il n’y a pas d’alteration des mikanismes d’activation sympathique qui est 
preservee. 
L.e traitement n’ayant pas d’effet sur la frkquence cardiaque lot-s du test et n’ayant un effet 
significatif que sur la pression artkielle, on peut conclure que l’hydrolysat agit 
preferentiellement sur l’activation sympathique B destinee vasculaire qui genere 
l’augmentation de la pression artCrielIe. 
Sur la base des rkultats significatifs au test de Stroop, oii les sujets trait& avec l’hydrolysat 
ING 911 percoivent la contrainte psychologique de faGon raisonnable par rapport aux sujets 
du groupe Placebo, l’hydrolysat serait un produit anxiolytique. 
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1 -INTRODUCTION 

Ces demibres an&es, un grand nombre de travaux ont demontre les proprietes biologiques de 
certains produits derives de proteines du lait, en particulier des proprieds anti-hypertensives. 
Maruyama et al. (1982, 1985 et 1987) ont mis en evidence des sequences des caseines aS et fl 

capables d’inhiber, in vitro, I’ACE (Angiotensin-Converting Enzyme), cible privilegiee contre 
I’hypertension, en bloquant son site actif. Par la suite, il a et& detect6 des peptides issus de la caseine 
fi humaine (Kohmura et ~011. 1989) et de l’hydrolysat enzymatique de fi-lactoglobuline et 
a-lactalbumine (Mullally et ~011. 1997), ayant la m&me fonction inhibitrice. 

Dans d’autres etudes, on a directement observe un effet de diminution de la pression arterielle, sans 
en rechercher le mecanisme. Par exemple, des peptides issus d’un lait ferment6 par L. helveticus, 
ingeres par des rats hypertendus, ont fait baisser leur pression arterielle (Yamamoto et ~011. 1994). 11 
en est de m&me pour des rats hypertendus auxquels on a fait ingerer, a raison de 5 ml/kg, une seule 
dose de lait ferment6 par L. heZvezicus et S. cervi.siae (Nakamura et ~011. 1995) ; de plus, les peptides 
anti-hypertenseurs de ce lait ont et6 retrouves dans l’aorte des rats (Masuda et ~011. 1996). Chez 
l’homme, ce mime lait fermenti: a CtC administrt a des sujets hypertendus et a don& les memes 
resultats : nne baisse significative de la pression systolique par rapport au groupe ttmoin recevant un 
lait acidifie en guise de placebo. 
Une nouvelle classe de peptides extraits du lait presente des propridtes protectrices contre le stress 
chez le rat, la sornis et le port. 
L’objectif de la presente etude est l’bvaluation chez l’homme, au travers d’une Cpreuve physique, le 
test de l’immersion de la main dans l’eau froide (Weise et toll., 1993), et d’une Cpreuve 
psychologique, le test de conflit des couleurs de Stroop (Laude et toll., 1997), des proprieR% anti- 
stress dun hydrolysat de prottines du lait par la mesure de la tension arttrielle, de la frtquence 
cardiaque et des taux d’ACTH et de cortisol plasmatiques. 

I 
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2.1 - Les m-otkines du lait et leurs ueutides fonctionnels : dbcouvertes r6CentfS 

Depuis des milltnaires, le lait et les prod&s laitiers representent une composante importante de 
l’alimentation dans la plupart des pays du monde. Comme c’est souvent le cas pour ce qui est 

familier, on ne se posait pas de questions sur leur in&et : celui-ci Ctait implicite, non sans raisons, 

mais plutbt sans preuves. 
Grace aux tchanges entre regions et au progres scientifique qui a su maitriser les aspects 
biotechnologiques de la production de ces aliments, la consommation de ces demiers a connu une 
croissance tres importante. En outre, de par leurs qualites nutritives et dietetiques, les produits 
laitiers jouissent d’une image - nutrition exceptionnellement bonne a tous les ages. 11s apportent, en 
effet, au corps des proportions non negligeables de proteines, de glucides, de lipides, de vitamines et 
d’oligo-elements. 
Les caseines c&l, aS2, l3 et K (issues de la fraction caseine du lait) et la p-lactoglobuline, 
l”a-lactalbuminle, la lactoferrine et la lactotransferrine (issues du lactostrurn) sont les huit proteines 

majeures du lait dont les proprietes specifiques sur la Sante ont Ctt mises en evidence, depuis deux 
decennies, par differentes Cquipes de chercheurs &orient et toll., 1991). Leur presence ou absence 
ainsi que leurs concentrations dependent de l’espbce qui produit le lait. 
On a remis en cause le concept selon lequel la fonction essentielle de ces proteines se limitait a la 
foumiture de l’azote requis pour la biosynthese des protides tissulaires et circulants et a celle des 
acides nucleique (Hambraeus, 1985). Les connaissances acquises en mat&e de physiologie et de 
biochimie de la nutrition azotee, permettent maintenant de penser que les proteines laitieres 
contiennent darts leur structure des segments peptidiques ayant une activitt biologique a mCme de 
dtclencher des reactions de regulation anticipative (Mendy, 1984). On parle alors de “peptides 
fonctionnels”. Ce role physiologique des prottines laitibres se precise de plus en plus et certains 
n’ont pas hesite a qualifier la principale d’entre elles, la caseine p, de prohorrnone (Migliore-Samour 

& Jollbs, 1988). 
Au cows de la digestion des prottines laitieres, les enzymes proteolytiques gastro-intestinales 

libtrent des peptides, qui sont d&coupes ensuite, par des peptidases, en acides amines. Le m&me 
resultat est d’ailleurs obtenu lors de la fermentation du lait par les enzymes des bacttries lactiques. 
Sont appelees “peptides fonctionnels” des sequences dtfinies d’acides amines qui sont inactives au 
sein de leurs proteines d’origine, mais qui prtsentent des proprietes particulieres une fois lib&es 

par action enzymatique. Elles sont Cgalement appelees “peptides actifs”. Ces peptides sont petits et 
cornportent en general, entre trois et dix acides amines, une exception Ctant le caseinomacropeptide 

(CMP) qui comporte 64 acides amines. Cette petite taille explique en partie leur absorption facile 
par la muqueuse intestinale. 

Leur role physiologique peut s’exercer a distance dans l’organisme ou localement dans le tube 
digestif. Dans le premier cas ces peptides doivent Ctre absorb& au niveau de l’intestin puis 
transportes par la circulation sanguine, dans le deuxibme cas, ils doivent resister aux enzymes 
digestives pendant le temps ntcessaire a leur action. 
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2.2 - Effets bioloeiaues des De&ides fonctionnels.du lait 
Les connaissances’actuelles sur les roles physiologiques identifies des peptides fonctionnels du lait 

permettent de distinguer cinq domaines d’activitts : 
- activite de biotransfert du calcium ; 
- activite opiade ; 
- activite immunomodulatrice ; 
- activite antihypertensive ; 
- activite antithrombotique. 

2.2.1 - Intervention des DeDtideS fonctionnels dans la nutrition minh-ak 
Le lait et ses derives sont consider& comme la source principale d’apport du calcium a l’organisme 
humain (12CMTmg de Ca par litre de lait). De plus, l’absorption intestinale du calcium du lait est plus 
elevee que celle du calcium present dans les vegttaux (Renner, 1983). Cette grande assimilabilite a 
Ctt longtemps attribute au seul lactose qui, selon Wasserman (1964), augmenterait la permeabilitt 
des cellules epitheliales de l’intestin aux sels de calcium. En effet, sa degradation et la 
transformation des composts resultants par les enzymes de la paroi aboutiraient b la formation de 
sels complexes de calcium solubles qui seraient absorb& principalement au niveau du demier 
segment de l’intestin gr&le : l’ileon (Arrnbrecht & Wasserman, 1976 ; Renner, 1983). L’absence de 
@galactosidase ou la perte de capacite d’induction de cet enzyme, bloquant la premiere Ctape de 

cette biotransformation, expliquerait les relations mises en evidence entre l’intoltrance au lactose et 
l’osteoporose (Kocian, 1986). 
Toutefois, les resultats acquis par la suite ont montre qu’une partie non negligeable de l’absorption 
intestinale du calcium du lait se ferait suivant un autre mecanisme selon lequel interviendraient des 
segments peptidiques originaux des castines : les caseino-phosphopeptides (CPP). 
Les castines a!$ p et K contiennent, en effet, des enchainements de serines phosphorylees, qui 

conferent a ces peptides un pouvoir chelatant tres marque vis-a-vis des alcalino-terreux (Ca++ et 
Mg++) et des oligo-ClCments. Ainsi, la totalite du phosphore et du calcium micellaire s’associe aux 
CPP, permettant la stabilite des micelles de caseine et facilitant la coagulation du lait (BrulC & 
Lenoir, 1987). 
Lors d’exptriences menees sur des anses intestinales ligaturees de rats, Lee et ~011. (1979a et 1979b) 
ont constate, en utilisant du CaC12 radiomarque, non seulement un accroissement de la solubilite 
intraluminale du calcium, mais aussi une elevation de l’absorption de cet Clement. De plus, en 
mettant en contact les CPP avec des extraits embryonnaires d’os (femur, tibia et metatarse), Gerber 
& Jost (1986) ont remarque une bonne mineralisation de ces organes. Cette propriete Ctait perdue si 
on procedait h une dephosphorylation enzymatique des CPP. 
Selon Sato et 0~11. (1986) les CPP interviennent dans le mecanisme biochimique de l’absorption 
intestinale du calcium en inhibant la precipitation des sels de calcium au niveau de l’intestin grele et 
en favorisant ainsi une absorption de type passif au niveau de l’ileon. 
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2.2.2 - ActivitC oDiac6e des DeDtideS fonctionnel$ 4 
La similarite de l&ion de certains peptides d’origine alimentaire a celle des peptides a activite 

opiacte (enktphalines et endorphines) secretes par le cerveau et la glande pituitaire a conduit a les 
qualifier d’exorphines (IUee et toll., 1978). Ces exorphines ont ttC mises en evidence dans les 
hydrolysats pepsiques de gluten de ble, de castine aS, (Zioudrou et COIL, 1979) et de caseine p 

(Brantl et COIL, 1979). Le fait que la totalite de leurs sequences primaires ait ttC Clucidte a permis 
une avancee tres rapide des recherches portant sur les activites exorphiques prtsentes dans les 
proteines laitieres. Ainsi, on a pu rapidement attribuer a I’enchainement 60-66 de la castine p bovine 

et a ses derives une activiti morphinomimetique (Henschen et Al., 1979) ; cette sequence a et6 
dtnommee @zasomorphine 7. 
La necessaire presence des enchainements Tyr-aa-phe ou Tyr-aal-aa2-Phe (aa : acide amine) dans 

les peptides a activite opiacee, d’origine endogene ou exogene, a permis de montrer l’existence de 
nombreuses exorphines dans la sequence des prottines du lait produit par plusieurs mammiferes 
(Chiba &Yoshikawa, 1986). 
Ainsi ces peptides ont CtC retrouves dans les castines du lait humain, de bovin, de brebis, de 
bufflesse et de chamelle (Richardson & Mercier, 1979 ; Petrilli et toll., 1984 ; Beg et toll., 1986) ; il 
est h noter qu’ils sont Cgalement presents dans la sequence des deux principales proteines du 
lactoserum : l’a-lactalbumine et la P-lactoglobuline (Tab. 1). 

Tableau 1 
Peptides opiacks d&-iv& des protkines du lait humaines et bovines 

(Chiba & Yoshikawa, 1986). 

Peotides odads 

@Casomorphine 7 
@-Casomorphine 5 
a-Castine exorphine 
@Casomorphine 

p-Casomorphine 
a- Lactorphine 
8-Lactorphine 

Qrigine 

Caseine 8 bovine 60-66 
CasCine b bovine 60-64 
Caseine a bovine 90-96 
CasCine p humaine 5 l-58 ; 

51-56 ; 51-55 et 51-54 
Castine p humaine 59-63 
a-lactalbumine TJ et p 50-53 
P-lactoglobuline bovine 102-105 

L’activite analgesique des exorphines provenant de la caseine p a Cte largement Ctudite sur la base 

du test dit du “retrait de la queue” des rats apres pincement, l’injection intra-certbroventriculaire des 
differentes p-casomorphines a permis de quantifier leur activite antidouleur. Ainsi, il a et6 montre 

que la 8-casomorphine l-4 NH2, appelee encore morphiceptine, est dix fois plus active que la 

morphine (Chang et toll., 1982). De plus, Stumer & Chang (1988) ont fait le rapprochement entre le 
contenu tres Cleve en p-casomorphine et en morphiceptine des laits infantiles predigerts et la 

reduction significative des pleurs et I’accroissement du sommeil chez les enfants recevant CC% laits. 
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Ces r&hats permettraient de relier I’effet analgesique des exorphines laitibres aux observations 

faites quotidiennement sur le comportement des nouveaux nes, aprbs t&e ou aprbs absorption de 
biberon ; autrement dit le calme et I’induction du sommeil. 
Par ailleurs, il a ttt remarque que selon la nature de son acide amine N-terminal, les peptides 
opiads interagissent avec tels recepteurs ou tels autres. Ainsi, lorsque c’est le rtsidu Arg qui occupe 
cette position, ces exorphines interagissent avec les recepteurs 6 localids dans la moelle Cpiniere et 

dans le systbme limbique (Chiba & Yoshikawa, 1986) siege des sensations emotionnelles et des 
reflexes de mtmorisation acquise (recompense et punition). 
En revanche, la presence d’un residu Tyr a cette position permet aux peptides opiates d’interagir 

avec les recepteurs u du cerveau, surtout presents au niveau de l’hypothalamus et du thalamus 

(Teschemacher, 1987 ; Paroli, 1988). Or, ces recepteurs interviennent lors de l’analgesie 
supraspinale, du relargage de prolactine et de I’adtylcholine, dans la regulation de la motricite 
intestinale. C’est ce qui expliquerait, en partie, les resultats d&-its dans la litterature en ce qui 
conceme I’effet des p casomorphines sur la motricite gastro-intestinale et sur le transport des 

electrolytes a ce niveau. 
En effet, ces resultats montrent, chez le rat, que les exorphines du lait ont la capacite de reduire la 
vitesse de vidange gastrique et la motilite intestinale (Daniel et toll., 1993 ; Defilippi et toll., 1995). 
Ces peptides interviennent aussi dans la modulation de l’insulinemie postprandiale chez le chien 
(Schusdziarra et toll., 1983a). Un repas d’epreuve apportant du saccharose et additionne de 
P-casomorphine multipliait le taux d’insuline plasmatique par un facteur 6 ou 7, compare aux taux 

observes lors de la prise d’un repas apportant seulement du saccharose (Nieter & Schatz, 1981). 
De plus, a partir d’experimentations effect&es in vitro sur l’ileon de lapin, il a CtC mis en evidence 
que les p-casomorphines naturelles et leurs analogues augmentaient, comme les enkephalines, 

l’absorption des electrolytes et avaient, de ce fait, une action anti-diarrheique potentielle 
(Hautefeuille et fcoll., 1986 ; Tome et toll., 1987 ; Ben Mansour et toll., 1988 ; Maht et toll., 1989). 
La liste des effets physiologiques des peptides opioi’des n’est pas exhaustive, Chiba & Yoshikawa 

(1986) considerent qu’au niveau central ces exorphines auraient les effets suivants: 
1 - analgtsie ; 2 - catalepsie ; 3 - sedation et torpeur ; 4 - depression respiratoire ; 
5 - hypotension ; 6 - thermoregulation ; 7 - regulation de la prise alimentaire ; 8 - suppression de la 
secretion gastrique ; 9 - augmentation des taux de GH, PRL et ADH ; 10 - diminution des taux de 
LH, FSH, TSH et ACTH ; 11 - regulation du comportement sexuel. 
@ant aux effets ptripheriques, ils concement la suppression de la motricite intestinale et la 
potentialisation de l’activite de la MSH. 

2.2.3 - Effet des DeDtides fonctionnels laitiers sur les dkfenses de I’orpanisme 
Le role des peptides fonctionnels dans ce domaine est une approche assez recente et trbs 
prometteuse ; elle se situe a deux niveaux : l’effet antimicrobien (inhibition de batteries pathogenes) 
et l’effet immunomodulateur. 
De nombreux facteurs presents dans le lait et surtout dans le colostrum aident le nouveau-n& dont le 
systeme immunitaire est immature, a se dtfendre contre les infections virales et bacteriennes (Spik, 
1988). 
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Outre ces facteurs de defense d’origine prottique, .le colostrum et le lait humain contiennent des 

quantitts &levCes d& leucocytes dont 80 2 90% sont des macrophages et 10 6 20% des lymphocytes 

T, qui fabriquent de l’interferon, et des lymphocytes B qui traversent la muqueuse intestinale pour 
sCcrCter ensuite des immunoglobulines (Pitt et toll., 1974 ; Lestradet, 1988). 
RCcemment, on a pu dCcouvrir des peptides laitiers avec un effet antimicrobien. Ainsi, la 
lactoferricine (une sCquence de la lactoferrine), la casocidine I (la sCquence 165-203 de la castine 
aS2) et l’isracidine (fragment de la casCine aS1) inhibent, in vitro, la croissance des souches 

pathog5nes (Tomita et toll., 1994 ; Zucht et toll., 1995). 
Par ailleurs, plusieurs peptides fonctionnels, ayant des effets immunomodulateurs, ont CtC isol&. La 
casCine p humaine 54-59 et l’a-lactalbumine 51-53 stimulent la phagocytose des globules rouges de 
mouton par 1~s macrophages pCritontaux de Souris (Parker et toll., 1984). Des fragments de a- 
lactalbumine et de la casCine K bovines stimulent la prolifkration des lymphocytes humains in vitro 

(Kayser & Meisel, 1996). 

2.2.4 -AC * I6 an i- t hvDeItenSiVe des DeDtides fonctionnel$ tlvI 

Lorsque la pression artCrielle diminue sous l’effet d’un &at de choc, d’une hCmorragie ou de toute 
autre cause, les reins s&&tent de la rtnine. Celle-ci va agir sur une proteine plasmatique fabriquCe 
par le foie et 1ibCrer un dkcapeptide inactif : l’angiotensine I. Sous l’action de I’ACE (Angiotensin- 
Converting Enzyme) ce peptide subit ensuite une hydrolyse et donne naissance h un octapeptide 
vasoconstricteur : l’angiotensine II. Le r81e clt de I’ACE, sa localisation dans le plasma et dans de 
nombreux tissus comme les poumons et les cellules intestinales (Stevens et toll., 1988) justifient 
qu’elle ait Ctt choisie comme cible privilCgiCe des agents th&apeutiques g m&me d’intervenir contre 
l’hypertension. LRs premibres molCcules actives qui aient CtC identifiees Btaient des peptides pr6sents 
dans le venin d’un serpent brCsilien (Ferreira et toll., 1970). Ces peptides inhibent l’action de I’ACE 
en bloquant son site actif. 11s contiennent un encha?nement particulier d’acides amin& dont une 
proline en position C-terminale. 
En raison de la richesse &evCe des casCines en r&sidus proline, Maruyama et toll., (1982 et 1985) 
ont commend B rechercher de tels inhibiteurs dans les hydrolysats trypsiques des casCines bovines. 
Ainsi ils ont mis en Cvidence des stquences des caskines aS et p capables d’inhiber, in vitro, 1’ACE 

(Maruyama et toll., 1985 et 1987) en bloquant son site actif. Par la suite, on a ditectb des peptides 
issus de la sCquence de la casCine p humaine (Kohmura et toll., 1989) et de l’hydrolysat 
enzymatique de @-lactoglobuline et a-lactalbumine (Mullally et toll., 1997) ayant la m&me fonction 

inhibitrice. 
Dans d’autres Ctudes, on a directement observC un effet de diminution de la pression arttrielle, saris 
en rechercher le mtcanisme. Par exemple, des peptides issus d’un lait ferment6 par 
L. helveticus, ing&Cs par des Rats hypertendus, ont fait baisser leur pression arttrielle (Yamamoto et 
toll., 1994). 11 en est de mime pour des Rats hypertendus auxquels on a fait ingtrer, B raison de 5 
ml/kg, une seule dose de lait ferment6 par L. helvericus et S. cervisiae (Nakamura et toll., 1995) ; de 
plus, les peptides anti-hypertensifs de ce lait ont ttC retrouvCs dans l’aorte des rats (Masuda et toll... 
1996). 
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Chez l’homme, ce m&me lait ferment6 a CtC administre a 36 sujets hypertendus a raison de 95 ml/j 

pendant 8 semaines, et a donne les memes resultats : une baisse significative de la pression 

systolique par rapport au groupe temoin recevant un lait acidifie en guise de placebo. Dans cette 
etude, les deux groupes de sujets recevaient en plus un traitement medical (Hata et toll., 1996). 

2.2.5 - ,ktiviti; anti-thrombotiaue des DeDtides fonCtiOnn& 

Les coagulations intravasculaires constituent une des causes les plus frtquentes de la mortalite de la 
population des pays industrialises (Zucker, 1980). 
Les mecanismes intervenant dans la formation des thrombus veineux ou arteriels sont sensiblement 
les memes que ceux intervenant lors de l’hemostase. 
Lors d’une hemorragie, la thromboxane A2 est un puissant stimulateur de l’agrtgation des plaquettes 
aux fibres de collagene contenues dans le sous-endothelium. La prothrombine plasmatique formee, 
se transforme ensuite en thrombine conduisant a la secretion d’ADP par les granules presents a la 
surface des plaquettes, ce qui non seulement stimule leur agregation, mais induit Cgalement 
l’apparition, au niveau de la membrane, de recepteurs specifiques du fibrinogene (Zucker, 1980). 
Les plaquettes fixent alors le fibrinogene ainsi que d’autres prodines, telles que la fibronectine et le 
facteur de von Willebrand. 
La liaison de ces prottines, dites adhesives, se fait au niveau de recepteurs glycoproteiques 
- GPIIb-GPIIIa - developpes a la surface des plaquettes activees (Plow, 198.5). 
Les sequences peptidiques du fibrinogene impliquees dans l’interaction avec les recepteurs 
GPIIb-GPIIIa ont CtC identifiees. I1 s’agit du tetrapeptide RGD/X (fragment 572-575) de la chaine a 
et la sequence 400-411 de la chaine g du fibrinogene (Kloczewiak et toll., 1984 ; Shebuski et toll., 
1989). La experiences realisees tant in vitro qu’in vivo ont montre que des analogues synthetiques 
de ces sequences Ctaient capables d’inhiber l’agregation plaquettaire et done la formation du 
thrombus (Cadroy et al. 1989 ; Shebuski et Al., 1989). 
La similitude des phenomenes de coagulation du sang et du lait a conduit Jolles et ~011. (1986) puis 
Drouet et ~011. (1990) a rechercher l’existence de sequences inhibitrices au sein des proteines du 
lair. 
Deux sequences analogues a celles contenues dans la molecule du fibrinogene ont Ctt identifiees. 11 

s’agit d’une part, dun analogue du tetrapeptide RDD/X du fibrinogene a localise dans la region 
39-42 de la lactotransferrine humaine. Les tests realises apres synthese chimique de ce fragment, ont 
montre que cette sequence a une activite antiplaquettaire in vitro et antithrombotique in vivo (rat et 
cobaye). D’autre part, une region analogue au fragment 400-411 du fibrinogbne g a CtC identifiee - 
dans la region 1106-116 de la caseine K bovine. Cette sequence Ctait capable, in vitro, d’inhiber la 

fixation du fibrinogene et l’agregation plaquettaire. 
Dans la m&me ligne de recherche, on a trouve deux peptides anti-thrombotiques, le 
caseinoglycopeptide humain et bovin, dans le plasma de nouveau-n& humains nourris, soit au lait 
matemel, soit avec un lair infantile Q base de lait de vache (Chabance et toll., 1995). Leur presence a 
des concentrations pouvant etre actives physiologiquement (10 a 20 mmol/ml) suggere que ces 
peptides sont lib&es des proteines de lait au tours de la digestion. 
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Un travail plus recent de la m&me Cquipe (1998) a.montrC, pour la premiere fois, que chez des 

adultes ayant ingtrt 500 ml de lait ou de yoghourt, on retrouve dans l’estomac, puis dans le sang, 
des peptides potentiellement actifs a sequences anti-thrombotiques. Cela confirme bien que des 

peptides assez longs peuvent traverser la barrike intestinale chez I’adulte. De plus, la concentration 
de ces peptides etait plus Clevte apres ingestion de yoghourt que de lait, ceci confirme l’hypothese 
selon laquelle la fermentation joue un role important dans la formation de peptides fonctionnels du 
lait. 

.2.2.6 - CIctivitk motectrice vis-his du stress des ueutides fonctionnels 
Des etudes precliniques recentes, effect&es au Centre de Recherches ETAP-Ethologie Appliquee a 
Nancy (1998 e_t 1999), au Laboratoire de Neurobiologie de 1’Apprentissage de 1’Universitt de 
Rouen (Prs. J. CASTON et R. LALONDE, 1999) et a I’Institut Technique du Port de Le Rheu 
(1999) ont montre une activite anxiolytique significative de l’hydrolysat de prottines du lait (ING 
911) chez les rongeurs de laboratoire (test d’enfouissement dtfensif conditionne chez le rat et test du 
labyrinthe en Croix sureleve chez la souris) et chez le port. D’autre part l’equipe d’ETAP a montre 

I’absence d’effets secondaires, comme la sedation (test d’Irwin chez le rat), les troubles de la 
memoire (test de memoire sociale chez le rat) et la pharmacodependance au produit ING 911 (test 
de I’emplacement preferentiel conditionne chez le rat). 
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3 - OB.lECTIF PRINCIPAL DE L’ETUDE < 

L’objectif principal de la prCsente Btude est l’tvaluation, au travers d’une Cpreuve psychologique 
(test de conflit des couleurs de Stroop) et d’une Cpreuve physique (test de l’immersion de la main 
dans l’eau fioide) des propritt&s protectrices vis-h-vis du stress du produit ING 911, hydrolysat de 
protCines du lait, par la mesure des pressions arttrielles systolique et diastolique et de la frbquence 
cardiaque. 
L’objectif secondaire consiste en 1’Cvaluation des variations des taux d’ACTI-3 et de cortisol 
pkasmatiques en rCponse au stress. 
La recherche, saris btnCfice individuel direct, est rCalis6e sous la direction des Professeurs 
J.-L. BRESSON (Directeur du C.I.C. Groupe hospitalier Necker-Enfants Malades 75015 PARIS) et 
J.-L. ELGHOfl (Directeur du Service de Pharmacologic Clinique du Groupe hospitalier Necker- 
Infants Malades 75015 PARIS). 
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4 - METHODOLOGIE 

4.1 - +SuieQ 

4.1.1 - Sklection des suiets 
Quarante deux sujets ont CtC recrutes pour la presente etude en double aveugle (traitement/placebo 
en 2 groupes paralleles). 11 s’agit de sujets males caucasiens volontaires en bonne Sante, ages de 18 a 
35 ans avec recueil de consentement et satisfaisant a divers crittres d’inclusion et de non-inclusion. 

4.1.2 -Justification kthiaue 
Ce projet a ttC sloumis a l’approbation du C.C.P.P.R.B. (essai no 99-07-11) de l’hbpital Necker- 
Enfants Malades qui a rendu un avis favorable pour le dtroulement de l’etude le 13 septembre 1999. 
L’etude clinique e:st en accord avec la declaration d’Helsinki (version r&i&e Hongkong, 1989), la 
note de la CommunautC Europeenne concernant les recommandations des “Bonnes pratiques 
cliniques pour les essais de produits mtdicamenteux dans la,Communautt Europeenne” du 11 juillet 
1990, ainsi que du d&ret du 27 decembre 1990 portant application de la loi du 20 decembre 1988 
modifiee relative Q la protection des personnes qui se pritent a des recherches biomedicales (Loi 
Huriet). 
Le consentement CclairC des sujets est une condition prtalable, obligatoire pour leur participation 
aux etudes cliniques. Une feuille d’information a Ctt remise au prealable au volontaire avant 
signature du consentement eclair6 (cf. annexe 1). 
Les sujets volontaires recrutes par le C.I.C. Groupe Necker-Enfants malades seront inform& par le 

Dr N. BERESSI et le Pr. J.-L. BRESSON qui recueilleront leurs consentements Baits. 

4.1.3 - pri nciDaux 
- sujets males caucasiens volontaires ages de 18 P 35 ans avec recueil de consentement ; 
,_ examen clinique normal ; 
- Clectrocardiogramme normal 
- frequence cardiaque au repos entre 60 et 80 b/mn ; 
-HTA:TAS<140mmHgetTADc80mmHg; 
- indice de masse corporelle < 25 ; 
- poids cot-pore1 entre 65 et 75 kg. 

4.1.4 - Cridres de non-inclusion ; 
- allergie aux produits laitiers ; 
- syndrome de Raynaud ; 
- affection coronarienne ; 
- traitements medicamenteux en tours (psychotropes, anti-Cpileptiques, l3-bloquants, antalgiques) 

- consommation importante de produits laitiers ferment& ; 
_ travail de nuit ; 
- consommation d’alcool ; 
- tabagisme ; 
- serologies HIV, HCV et HBV positives. 
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4.2 - Plan exhimental 
- L’essai est controle-en double aveugle contre placebo. 
- Deux groupes parallbles de 21 sujets males prealablement codes. 

- Conditions d’accueil des sujets : les volontaires sont recrutes par le C.I.C. pour examens clinique 

et serologiques. Le jour de l’etude, le sujet est accueilli au C.I.C. a 8h dans une chambre pour une 
duree de quatre heures. 

4.3 - Produits administrks 
4.3.1 - Jhdrolvsat ING 91l. 
I1 s’agit d’un hydrolysat de proteines du lait (Lot no ING 99044) fabrique par INGREDIA S.A. 

a St Pol-sur-Ternoise (62). 11 se presente sous forme de gelules de 200 mg d’hydrolysat en poudre, 
reconnu comme substrat alimentaire sans residus ou risques de toxicite (cf. annexe 3). I1 s’agit d’un 
produit naturellement synthetise in viva ; il n’est attendu aucun effet indesirable (cf. annexe 2). 

‘4.3.2 - Placebo 
.Le placebo se presente sous for-me de gelules de 200 mg de lait tcrtmt en poudre. 

4.3.3 - &lode d’administration des uroduits 
Les produits sont administres en trois prises avant les mesures : 2 gelules de 200 mg matin et 
2 gelules le soir la veille et une 3tme prise controlee de 2 gdlules au CIC le matin de l’etude, 120 
minutes avant le premier test de s@ess (test de Stroop). 

4.3.4 - CodaPe des DroduitS 
IRS produits son1 codes de sorte que groupe traitt et groupe placebo soient Cquilibres par 7 : 
l-14, 15-28 et 29-42 (7 sujets ING 911 et 7 sujets placebo, a chaque fois). L.es produits doivent Ctre 
utilises de preference dans les 12 mois a compter de la date de fabrication et stock& dans un local 
frais et set, a une temperature inferieure a 25’C. et une humidite relative inferieure a 70 %. 

4.4 -Justification des modeles de stress utili& 
IR test au froid (Cold Pressor Test) a et6 decrit initialement en 1932. On le classe, avec le test de 
contraction isometrique de l’avant bras (handgrip) ou les tests d’efforts dynamiques (bicyclette ou 
tapis roulant) parmi les tests physiques de provocation, qu’on oppose aux tests mentaux comme le 
calcul mental, le test du dessin reflechi, test de conflit des couleurs de Stroop (Tulen et toll., 1994 ; 
Grillot et toll., 1995), qui declenchent aussi une hypertension, mais par des mtcanismes 
primitivement centraux. L’immersion de la main dans l’eau froide dtterminerait une stimulation 
thermosensorielle cutanee Cquivalente a une douleur, qui serait la cause d’une activation nerveuse 
sympathique, comme avec tout autre agent stressant. La rtponse a une contrainte mentale fait 
intervenir des mecanismes psychologiques qui different selon les sujets. De ce point de vue un 

agent psychotrope pourrait agir differemment selon la contrainte (physique ou mentale) appliqube. 
Ceci est une premiere justification au choix des deux tests (Stroop et Cold Pressor Test). 
La deuxieme raison est que les reponses a des agents stressants different : un mCme sujet peut Ctre 
reactif a une contrainte plus qu’a une autre alors qu’un autre sujet reagira inversement au 
precedent. 

Etude N’ INGRED,,4-CM/0799/INC 91 I/SVS 
ETAI’ - Nancy / CIC Grwpe Ncckcr-Enfanu Malada - Pans 

Ju~llcr ZDOO 



- 18/46 - 

Parati et ~011. (1988) ont tent6 de relier les rtponses. aux agents stressants (cold, handgrip, calcul 
mental, miroir) a la’variabilite tensionnelle des 24 heures saris SW&. On ne peut tvidemment 
p&dire un profil de variabilite, par essence complexe et dependant de multiples facteurs, a partir 
d’une reponse Q un seul agent stressant. 
Cependant cette reponse met en jeu des processus nerveux autonomes qu’il peut etre inttressant de 
decrypter. En diversifiant les tests on pourrait detecter un effet non gCnCralisC, limit6 a un test. 
La troisibme raison qui nous incite a proposer ces tests de preference aux nombreux autres tient a 
leurs bonnes reproductibilids. La reproductibilite du test de Stroop a ttC vtrifiee (Tulen et toll., 

1994 ; Mounier-Vehier et toll., 1995 ; Laude et toll., 1997 ; Elghozi et toll., 1997a, 1997b) et nous 
avons deja test6 celle du test au froid, connue par ailleurs (Weise et toll., 1993 ; Girard et toll., 
1993). Le travail de Tulen a pour autre inter&t de montrer les effets d’une benzodiazepine, le 
lorazepam, sur les variables cardio-vasculaires de repos et au tours d’un test de Stroop. 
ICelle-ci montre l’effet vagotonique de la benzodiazepine testde. Pour ce qui conceme le froid on 
ltrouve un travail demontrant qu’une benzodiaztpine, le midazolam, n’affecte pas la perception du 
froid lorsque la main est plongee dans l’eau glade (Zacny et toll., 1995). L’information concemant 
1 ‘effet des benzodiazepines sur la reponse pressive au froid ne nous est pas connue. 

4.5 - Procedure exuCrimentsle 
Le sujet ingere deux gdlules de 200 mg d’hydrolysat le matin et deux le soir, la veille du test de 
stress. Le lendemain matin, jour de l’etude, 120 minutes apres avoir consomme deux nouvelles 
gelules de 200 mg d’hydrolysat, le volontaire est assis pour la duree de l’exptrience. Le sujet temoin 
est trait6 avec des gelules de 200 mg de lait CcrCmC en poudre dans les mCmes conditions. Apres une 
explication de ce qui va etre effect& et demand& un capteur digital d’un moniteur Finapres 2300 
(Ohmeda, Maurepas) est install6 au niveau de la deuxieme phalange du majeur gauche (pour les 
droitiers). Cette main sera gardee a la hauteur du cceur. La main droite repose a plat. L’analyse du 
signal tensionnel requiert une digitalisation a frequence ClevCe suivie d’un retraitement ayant pour 
objet d’extraire les valeurs consecutives de pression arterielle (systolique et diastolique) et de 
frequence cardiaque. La premiere pat-tie de l’enregistrement debute par une phase controle de cinq 
minutes. Puis il est demand6 au volontaire de taper avec un doigt de la main dominante (droite) sur 
les touches colorees du clavier (bleu, vert, jaune ou rouge) au fur et a mesure que defilent sur 
l’ordinateur des series de quatre couleurs &rites avec des mots de couleurs differentes, tandis que 
l’experimentateur stimule le sujet. 

Chaque ex-reur est enregistree et est signalee par une sonnerie. Le test dure cinq minutes. A l’issue de 
celui-ci, on enregistre une phase de cinq minutes de recuperation. 
LJn repos de trente minutes fait suite au premier test. Le deuxieme test debute par un enregistrement 
tensionnel de controle de cinq minutes. Puis la main gauche est immergte jusqu’au poignet dans 
l’eau froide a la temperature moyenne de 2°C. Cette stimulation nociceptive par le froid dure prbs de 
cinq minutes durant lesquelles l’enregistrement est poursuivi (test) puis la main est retiree de l’eau 
froide et l’enregistrement est poursuivi pendant cinq minutes (recuperation). 
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A l’issue du second test, le capteur digital est retire de la main gauche et on pro&de a un 

prelevement de sang de 15 ml en vue des dosages de cortisol et d’ACI’H plasmatiques par la 

methode RIA). 

4.6 - Variables Ctudic5es 
- niveaux moyens de pression arttrielle systolique (PAS), pression arterielle diastolique (PAD) et de 
frequence cardiaque (FC) avant et apres les tests (variable principale) ; 

- dosages des taux d’ACTH et de cortisol plasmatiques sont rtalises avant et aprbs la serie de tests 
(variables secondaires). 

Le jour de I’experimentation, le test de Stroop est effect& en premier, deux heures aprbs l’ingestion 
de deux gelules de 200 mg d’hydrolysat ING 911 ou de Placebo. Le test au froid est effectue en 
second, en observant une demi-heure de repos entre les deux tests afin d’eliminer les effets du 
premier test. 

Le signal de pression arterielle est foumi par la mesure digitale au FinapresB. Les valeurs de PAS, 
PAD et FC sont acquises et stocktes 8 une frequence de 10 Hz a l’aide du logiciel Anapres@ 
Chaque test se decompose en trois p&odes : 
- une p&ode de repos ; 
- une ptriode de :stress ; 
- une p&ode de recuperation. 

Tous les rtsultats foumis sont obtenus a partir de sequences de 102.4s stationnaires (soit 1024 
points, pour une iacquisition a 10 Hz) choisies pour effectuer l’analyse spectrale. 

4.7 - Effets attendus 
Les effets attendus sont une minoration des variations de la tension arterielle, de la frequence 
cardiaque et des taux de cortisol et d’ACTH plasmatiques, significative d’une activite protectrice vis- 
a-vis du stress. 
Le critere principal consiste en la variation des niveaux moyens de pression arterielle systolique, 
pression artCrielle diastolique et de frequence cardiaque par analyse spectrale. 
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5 - ANALYSE STATISTIOUE 
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5.1 - Justification de I’effectif 
Le nombre de sujets necessaires pour detecter un effet de 20 % de l’oscillation de moyenne 
frtquence de la pression arterielle systolique, prenant en compte la reproductibilite de cette mesure 
(Girard et toll., 1994) avec une puissance de 0.8 avec un risque de premiere espece de 

5 % est de 42 sujets pour une etude en groupes parallbles, soit 21 sujets par groupe. 

5.2 - Tests statistiaues 
Le test t non apparie et en probabilite bilaterale est utilise pour comparer les deux groupes de 
traitements entre eux. Le test t apparie et en probabilite bilattrale est utilise pour comparer au sein 
de chacun des groupes les performances des sujets tout au long des sessions de mesures repetees au 
lcours du test de Stroop et du test de la main dans l’eau glacee. Le seuil de risque retenu est de 5%. 
Les resultats sont exprimks en moyennek E.S.M. (erreur standard de la moyenne) et les traitements 
statistiques et graphiques sont realists a l’aide du logiciel Statview 4.1. (SAS, Abacus Concept). 
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6 - RESULTATS 

&mar~ueg : Certains sujets out et6 Climi&s de I’Ctude par I’expkimentateur pour des raisons d’eat-e@t~meats 

hexploitables ou de nmlaise dans le test au froid (Justifications des sujets 6cartCs : voir annexes 7 et 8). 

6.1- Test de Strooq 

‘6.1.1 - Pression arth-ielle svstolioue au cows du test de Stroou 
Les pressions artkielles systoliques des sujets Placebo et ING 911 augmentent de man&e 
fsignificative au tours du test de Stroop par rapport aux valeurs de repos (t = 13.00 ; p < 0.0001 et 

it = 10.11 ; p e 10.0001, respectivement). Cependant, le pourcentage de variation de la pression 
;artCrielle systolique des sujets du groupe Placebo est significativement plus ClevC que celui des 
sujets du group; ING 911 (Tab. 2, Fig. 1). 

2 Tableau 
Effet du produit ING 911 sur la variation de la pression artkielle systolique 

au cows du test de Stroop (Moyenne f E.S.M.) 

Groupe Pression arttkielle Pression arth-ielle Pourcentage 
systolique au repos systolique pendant de variation 

(mmHg) le stress (mmHg) 

Placebo (n = 20) 135.03 + 4.12 163.29 -c 4.81 + 21.25 2 1.78 

ING 911 (n = 19) 138.40 2 3.09 157.85 2 2.68 + 14.47 2 1.59 

Test t non apparik (prob. bilat.) t = 2.84 
p c 0.008 

FiPure 1 
Effet du produit ING 911 sur le pourcentage de variation de la pression artkielle systolique 

(PAS) au co&s du test de Stroop - 
AS (stress) - PAS (repos$TAS (repos)] x 100 

T 

Placebo ING 911 
(n = 20) (n = 19) 

-t 

Test t non-apparit (prob. bilat.) : ** p < 0.01 
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6.1.2 - Pression artkielle diastoliaue au cow-s du test de Strooy 
Les pressions artkrielles diastoliques des sujets Placebo et ING 911 augmentent de man&e 

significative au tours du test de Stroop par rapport aux valeurs de repos (t = 11.46 ; p < 0.0001 et 
t = 8.57 ; p < 0.0001, respectivement). Cependant, le pourcentage de variation de la pression 
arttrielle diastolique des sujets du groupe Placebo est significativement plus ClevC que celui des 
sujets du groupe ING 911 (Tab. 3, Fig. 2). 

Effet du produit ING 911 sur la variation de la pression artkielle diastolique 
au tours du test de Stroop (Moyenne 2 E.S.M.) 

Groupe Pression artkielle Pression artkielle Pourcentage 
diastolique au repos diastolique pendant de variation 

(mm&9 le stress (mmHg) 

Placebo (n = 20) 69.18 + 1.88 83.79 + 2.44 + 21.24 + 1.84 

ING 911 (n = 19) 71.68 ? 2.05 82.31 it 2.44 + 15.03 + 1.79 

Test t non apparid (prob. bilat.) t = 2.42 
p < 0.03 

FiPure 
Effet du produit ING 911 sur le pourcentage de variation de la pression arthielle diastolique 

(PAD) au cows du test de Stroop 
PAD (stress) - PAD (repos)/F’AD (repos)] x 100 

T 
I 

Placebo 
(n = 20) 

Test t non-apparit (prob. bilat.) : + p < 0.05. 

ING 911 
(n = 19) 

Etude N’ INCREDLA-O4~0799/ING 91WWS 
ETAP - Nancy / CIC Omupc Ncdm-Enfam Malades - Parts 

J”lllCl zoo0 



I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 

- 23146 - 

6.1.3 - Frkauence cardiaaue au cows du test de Stroog 
IRS frkquences cardihques des sujets Placebo et JNG 911 augmentent de man&e significative au 
tours du test de Stroop par rapport aux valeurs de repos (t = 4.64 ; p < 0.001 et t = 5.90 ; 
p < 0.001, respectivement). On ne note pas de diffkrence significative entre les pourcentages de 
variation des frtquences cardiaques des sujets des deux groupes (Tab. 4). 

4 Tableau 
Effet du produit ING 911 sur la variation de la frkquence cardiaque 

au cows du test de Stroop (Moyenne + E.S.M.) 

Groupe Frdquence Frkquence Pourcentage 
cardiaque au repos cardiaque pendant de variation 

@pm) le stress (bpm) 

Placebo in = 20) 65.85 + 1.56 75.05 2 2.74 + 13.89 it 2.72 

ING 911 (n = 19) 66.38 + 1.75 75.09 i: 2.42 + 13.20 t 2.22 

Test t non apparik (prob. bilat) t = 0.20 
N.S. 
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6.2 - Test au froid (Cold Pressor Test\ 

6.2.1 - Pa 
Les pressions arth-ielles systoliques des sujets Placebo et ING 911 augmentent de man&e 
significative au tours du test au froid par rapport aux valeurs de repos (t = 8.97 ; p < 0.0001 et 
t = 9.30 ; p < 0.0001, respectivement). On ne note pas de diffkrence significative entre les 
pourcentages de variation des pressions arttrielles systoliques des sujets des deux groupes (Tab. 5). 

Tableau 5 
Effet du produit ING 911 sur la variation de la pression artk-ielle systolique 

au cow-s du test au froid (Moyenne + E.S.M.) 

Groupe Pression arthielle Pression arth-ielle Pourcentage 
systolique au repos systolique pendant de variation 

(mm&$ le stress (mmHg) 

Placebo (n = 16) 135.53 2 4.45 171.88 + 5.39 + 27.64 k 3.26 

ING 911 (n = 18) 131.34 t 4.50 160.83 ? 3.78 + 23.71 2 3.01 

Test t non apparih (prob. bilat.) t = 0.89 
N.S. 

6.2.2 - Pression arth-ielle diastoliaue au cow-s du test au froid 
IRS pressions arthielles diastoliques des sujets Placebo et ING 911 augmentent de man&e 
significative au tours du test au froid par rapport aux valeurs de repos (t = 9.69 ; p -Z 0.0001 et 
t = 8.82 ; p c 0.0001, respectivement). Cependant, le pourcentage de variation de la pression 
arttrielle diastolique des sujets Placebo tend 2 augmenter par rapport 2 celui des sujets ING 911 
(Tab. 6). 

6 Tableau 
Effet du produit ING 911 sur la variation de la pression artkielle diastolique 

au cows du test au froid (Moyenne + E.S.M.) 

Groupe Pression arterielle Pression arth-ielle Pourcentage 
diastolique au repos diastolique pendant de variation 

(mmHt$ le stress (mmHg) 

Placebo (n = 16) 70.07 t 1.90 91.78 + 2.90 + 31.41 + 3.31 

ING 911 (n = 18) 70.52 f 2.49 87.10 2 3.16 + 23.95 + 3.02 

Test t non apparik (prob. bilat.) t = 1.67 
p = 0.10 
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6.2.3 - $ 
Alors que la frtquenee cardiaque des sujets du groupe ING 911 reste statistiquement Cquivalente 
entre la phase de repos et la phase de stress du test au froid (t = 1.17 ; N.S.), celle des sujets Placebo 
augmente de man&e significative (t = 2.75 ; p c 0.05). On ne note pas de difference significative 
entre les pourcentages de variation des frequences cardiaques des sujets des deux groupes (Tab. 7 ; 
Fig. 3). 

Tableau 7 
Effet du produit ING 911 sur la variation de la ftiquence cardiaque 

au cow-s du test au froid (Moyenne f E.S.M.) 

Groupe Ftiquence Frhquence Pourcentage 
cardiaque au repos cardiaque pendant de variation 

@pm) le stress (bpm) 

Placebo (n = 16) 66.01 2 2.35 69.41 t 2.86* -t 4.97 2 1.72 

ING 911 (n = 18) 68.14 2 1.50 69.89 2 1.67 + 2.93 2 2.30 

- 
E 

80 
a 

e 70 
2 
ti 60 
Li 
; 50 

g 6 40 

z 30 

20 

10 

0 

Test t non apparik @ rob. bilat.) t = 0.70 
N.S. 

Test t apparit @rob. bilat.) : * p < 0.02. 

. Pure 
Effet du produit ING 911 sur la !kiatiA de la ftiquence cardiaque (FC) 

au cows du test au froid 

* 
-e 

1 

FC/repos FC/stress FC/repos FC/stress 

0 Placebo (n = 16) 
ING 911 (n = 18) 

Test t apparik (prob. bilat.) : * p c 0.05. 
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6.3 - Cortisol et ACTH ulasmatiaues 

6.3 .l - w ‘au 
Alors que le taux de cortisol plasmatique des sujets Placebo reste statistiquement equivalent entre le 

debut et la fin des tests de stress (t = 1.35 ; N.S.), celui des sujets du groupe ING 911 diminue de 
man&e significative (t = 3.28 ; p < 0.005). On ne note pas de diffkrence significative entre les 
pourcentages de variation des taux de cortisol plasmatique des sujets des deux groupes (Tab. 8 ; 
Fig. 4). 

Tableau 
Effet du produit ING 911 sur la variation du taux de cortlsol plasmatique 

entre le debut et la fin des tests de stress (Moyenne + E.S.M.) 

1 Groupe 

I Placebo (n = 21) 

I ING 911 (n = 21) 

Taux de cortisol Taux de cortisol 
plasmatique au plasmatique aprh 

repos avant les tests les tests de stress 
de stress (pg/dl) (witMU 

17.17 + 0.90 15.60 -t 1.08 

.9.70 2 0.92 15.50 2 0.98*** 

Pourcentage de 
variation 

- 5.88 + 7.39 

- 17.89 2 6.66 

Test t non apparik (prob. bilat.) t = 1.21 
N.S. 

Test t appari6 (prob. bilat.) : *** p < 0.005. 

Figure 4 
Effet du produit ING 911 sur la variation du taux de cortisol plasmatique 

entre le debut et la fin des tests de stress 

22.5 

s 20 
h 
317.5 

* 15 
2 +, 12.5 

E 10 
& 
2 7.5 

z 
5 

2.5 

T 

Cortisol TOH 

T 

Cortisol T3H Cortisol TOH Cortisol T3H 

c] Placebo (n = 21) 
ING 911 (n = 21) 

Test t appariC (prob. bilat.) : *** p c 0.005. 
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6.3 .2 - ACTH ulasmatiaue 
Alors que le taut d’A’?TI-I plasmatique des sujets Placebo tend h augmenter entre le dCbut et la fin 

des tests de stress (t = 1.79 ; p -z 0.09), celui des sujets du groupe ING 911 diminue, mais pas de 
man&e significative (t = 0.67 ; N.S.). On ne note pas de diffkence significative dans le 

pourcentage de variation du taux d’ACTH plasmatique des sujets des deux groupes (Tab. 9 ; 
Fig. 5). 

Tableau 9 
Effet du produit ING 911 sur la variation du taux d’ACTH plasmatique 

entre le dCbut et la fin des tests de stress (Moyenne 2 E.S.M.) 

Groupe Taux d’ACTH Taux d’ACTH Pourcentage de 
plasmatique au plasmatique apr&s variation 

repos avant les tests les tests de stress 
de stress (pg/ml) @g/ml) 

Placebo (n = 21) 26.86 23.27 50.16 zt 12.84 0-7 + 106.38 256.30 

ING 911 (n = 21) 35.59 + 9.85 28.11 t 5.75 - 24.86 -+ 28.58 

Test t non apparik (prob. bilat.) t= 1.29 
N.S. 

Test t appari6 (prob. bilat.) : (T) Tendance : p < 0.09. 

Firmre 5 
Effet du produit ING 911 sur la variation du taux d’ACTH plasmatique 

entre le dCbut et la fin des tests de stress 

T 

ACTH TOH ACTH T3H ACTH TOH ACTH T3H 

q Placebo (n = 21) 
ING 911 (n = 21) 

Test t apparik (prob. bilat.) : 0 Tendance : p c 0.09. 
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7 - DISCUSSION - CONCLUSION . 
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Les pressions arttrielles systoliques et diastolique des sujets Placebo et ING 911 augmentent de 
manibre significative au tours du test de Stroop par rapport aux valeurs de repos. Cependant, les 
pourcentages de variation des pressions ark-ielles systolique et diastolique des sujets Placebo sont 
significativement plus ClevCs que ceux des sujets du groupe ING 911. 
Les frequences cardiaques des sujets Placebo et ING 911 augmentent de man&e significative au 

tours du test de Stroop par rapport aux valeurs de repos et on ne note pas de difference significative 
entre les pourcentages de variation des frequences cardiaques des sujets des deux groupes. 

IRS pressions artlrielles systolique et diastolique des sujets Placebo et ING 911 augmentent de 
man&e significative au tours du test au froid par rapport aux valeurs de repos avant le test. Si on ne 
note pas de difference significative entre les pourcentages de variation des pressions arterielles 
systoliques des sujets des deux groupes, le pourcentage de variation de la pression arterielle 
diastolique des sujets Placebo tend a augmenter par rapport a celui des sujets ING 911. 
Alors que la frequence cardiaque des sujets du groupe ING 911 reste statistiquement Cquivalente au 
tours du test au froid, celle des sujets Placebo augmente de man&e significative. On ne note pas de 
difference significative entre les pourcentages de variation des frtquences cardiaques des sujets des 
d’eux groupes. 

MalgrC une diminution naturelle du taux de cortisol tout au long de la journee, celui des sujets 
Placebo reste statistiquement equivalent entre le debut et la fin des tests de stress (entre 8h et llh). 
Bans la m&me ptriode, le taux de cortisol des sujets du groupe ING 911 diminue de maniere 
significative. Parallelement, le taux d’ACTH plasmatique des sujet Placebo tend a augmenter entre 
le debut et la fin des tests de stress, alors que celui des sujets du groupe ING 911 diminue, mais pas 
de man&e significative. On ne note pas de difference significative entre les pourcentages de 
variation des taux de cortisol et d’ACTH plasmatiques des sujets des deux groupes. 

Dam le test de Stroop, situation de stress psychologique, SW la base des valeurs des pressions 
atierielles systolique et diastolique, le produit ING 911 diminue de manike significative le 

stress des sujets trait& avec l’hydrolysat ING 911. 
Dans le test au froid, situation de stress physique qui engendre une forte douleur, le produit 
ING 911 ne montre pas d’activite signiiicative sur les pressions artkielles systolique et 
diastolique. En revanche il montre un effet positif sur la ftiquence cardiaque. 
Le produit ING 911 diminue de maniere significative le taux de cortisol plasmatique entre le 
debut et la fin des tests de stress chez les sujets trait&. 
Le fait que les pressions arterielles systolique et diastolique et la frkquence cardiaque 
augmentent significativement entre les phases de repos et les phases de stress valide les tests de 
stress mis en oeuvre dans cette etude. 

I 
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IRS resultats du test de Stroop montrent une activite benCflque significative de l’hydrolysat 
ING 911. Cette activite pourrait @tre due soit 6 une reduction de la perception de la contrainte 

psychologique chez les sujets trait& avec l’hydrolysat (hypothese l), induisant une reponse 
d’activation sympathique moindre par rapport aux sujets du groupe Placebo, soit a une 
inhibition des mecanismes d’activation sympathique mis en jeu lot-s dune contrainte 

(hypothese 2). 
Les resultats du test au froid indiquent qu’il n’y a pas d’altkation des mecanismes 
d’activation sympathique qui est preservee. L’hypothbe 2 du test de Stroop est exclue 
puisqu’on peut activer le systeme sympathique autrement que par une contrainte 
psychologique. 
Sur la base de> r6sultats significatifs au test de Stroop, oii les sujets trait&s avec l’hydrolysat 

ING 911 percoivent la contrainte psychologique de fagon raisonnable par rapport aux sujets 
du groupe Placebo, l’hydrolysat serait un produit anxiolytique. 
Le traitement n’ayant pas d’effet sur la frkquence cardiaque lors du test et n’ayant un effet 
significatif que sur la pression artCrielle, on peut conclure que I’hydrolysat agit 
pref&entiellement sur l’activation sympathique a destinee vasculaire qui genere 
l’augmentation de la pression art&ielle. 
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9-AMVEXES ., 

9.1- mNJ3XE N”I: Formulaire de consentement 

Etude des effets de prothes du l&t sur un stress lkger 
chez le volontaire sain 

Recherche saris tin6fice individuel direct 

Investipateur : Pr. J.-L. BRBSSON, Centre d’Investigation Clinique du Groupe Necker-Enfants 
Malades, Paris. 

prom&gg : INGREDL4 

IX Docteur.. . . . . . . . . ..,..............................................................................................., 
m tdecin investigateur, m ’a clairement inform6 sur le deroulement et l’objectif de la recherche: 
“Etude des effets d’un hydrolysat de prottines du lait sur un stress leger chez le volontaire sain”, a 
laquelle il m ’a Cte propose de prendre part librement. 11 m ’a inform6 que l’ttude dure une trentaine 
d’heures dont 4 heures pas&es au C.I.C. du Groupe Hospitalier Necker-Enfants Malades. 
11 m ’a precise que je devrai prendre deux gelules de produit le matin (8hOO) et deux le soir (20hOO), 
la veille de l’etude. Je devrai me rendre B jeun au Centre d’Investigation Clinique a 7h30 le jour de 
l’ttude oti je consommerai deux nouvelles gtlules de produit sur place. Je disposerai d’une chambre 
dans laquelle je resterai pendant 90 ?I 120 m inutes avant le debut des mesures. 
‘Trois heures aprbs avoir consomme la demibre gelule, un capteur digital sera install6 au niveau de 
la deuxibme phalange du majeur gauche pour la prise de la pression arttrielle et de la frequence 
cardiaque. Puis je serai soumis 5 deux tests: le test de conflit des couleurs et le test de la main dans 
l’eau froide. 
A la fin de la session de test, le capteur digital me sera retire de la main gauche et je subirai une 
prise de sang de 15 m l pour le dosage de la cortisolemie et du peptide actif. 
A l’issue de ces mesures, un dejeuner me sera servi et je pourrai quitter le C.I.C. sans necessite de 
me garder en observation et sans conseil particulier. 
J’ai eu la possibilite de poser les questions qui me paraissaient utiles et d’en recevoir les reponses 
claires. J’ai 6% inform6 des dispositions legales de protection des personnes, notamment de la loi du 
20 decembre 1988 modifiee et du d&ret d’application du 27 septembre 1990. 
J’accepte librement et volontairement de participer a la recherche d&rite ci-dessus. Je suis 
parfaitement conscient que je peux retirer a tout moment mon consentement a ma participation a 
cette recherche et cela quelles que soient mes raisons et sans supporter aucune responsabilite. 
Le fait de ne plus participer a cette recherche ne portera pas atteinte aux relations que me doit le 
medecin investigateur. 
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Mon consentement ne decharge en rien l’investigateur et le promoteur de leurs responsabilitts 

morales et ltgales etje conserve tous mes droits garantis par la loi. 
Lx C.C.P.P.R.B. Paris-Necker a rendu un avis favorable pour le deroulement de cette recherche le 
13 septembre 1999. 

Fait a . . . . . . . . . . . . . . . . . .., le.. . . . . . . . . . . . . . . . . 

Nom, PrCnom 
Signature 
(toutes les pages doivent &tre paraphtes) 

Signature de l’brvestigateur 

1C.l.C. Groupe Hospitalier Necker-Enfants Malades, 149, rue de Sbvres 75743 Paris Cedex 15 

Pavillon Maria Richard, Secteur Jaune, Porte 30 

Pr. Jean-Louis BRESSON, Coordonnateur 

Dr Nathalie BERESSI, MCdecin d&guC 
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9.2 - +4NNlZXE No 2 : Information destinik aux volontaires 

Le but de l’&ude a laquelle vous allez participer est d’evaluer les tventuelles modifications de la 

reponse physiologique au stress associees a la consommation de prottines laitieres (hydrolysat). En 
effet, il est maintenant COMU que certains petits fragments de prottines (peptides) particuliers Ont 

des actions biologiques et sont capables de moduler certains phbnomenes biologiques. En 
particulier, le produit ttudit ici a montrt un effet significatif sur 1’anxiCtC lors d’essais realises chez 

l’animal. 
Au tours de la presente etude, ces effets vont Ctre testes chez 1’Homme. Au cows de cette etude, le 
produit sera administre de la man&e suivante: deux gelules de 200 mg d’hydrolysat le matin et 
deux le soir, 1-a veille du test et deux gelules le lendemain matin, 90 a 120 minutes avant le test de 
stress. Les sujets temoins seront trait& avec des gelules de lait CcrtmC en poudre (placebo) dans les 
memes conditions. L’attribution des produits sera faite par tirage au sort. 

Nous avons besoin de votre entiere collaboration a ce projet et que vous vous presentiez aux dates 
et heures qui vous seront fixtes par le personnel medical du Centre d’Investigation Clinique du 
Groupe Hospitalier Necker-Enfants Malades. Vous ne devrez prendre aucun traitement au tours 
des 15 jours qui precedent la premiere administration du produit et au tours de l’etude. Dans le cas 
06 vous &tes dans l’obligation d’en prendre, il est important que vous le signaliez au personnel 
medical. 
Pour pouvoir participer a cette etude sans benefice individuel direct, vous devez Ctre inscrit a un 
regime de securitt sociale (votre carte vous sera demandee), vous ne devez etre en ptriode 
d’exclusion d’un autre essai thtrapeutique. 
Vous vous engagez a ne participer a aucun autre essai therapeutique tout au long de cette etude. 
Vous pourrez participer a un autre essai therapeutique 2 semaines apres la fin de celui-ci. 
Votre participation a cette etude est volontaire. Si vous souhaitez interrompre votre participation a 
l’etude, vous pouvez le faire a tout moment en prtvenant simplement le medecin responsable de 
l’etude directement ou par l’intermtdiaire de votre medecin traitant. Votre indemnite pour cette 
etude est de 1 1250 Francs au total. Pour y avoir droit, vous ne devez pas avoir atteint le plafond 
maximal annuel fix6 par la loi qui est de 25 000 Francs, y compris cette etude, pour la participation 
a des essais therapeutiques. En cas d’interruption de l’&ude pour raison medicale like au protocole, 
la totalite de l’indemnite sera Verde. 
Les resultats de cette etude seront foumis a INGREDK 11s pourront Ctre publies dans une revue 
medicale etlou presentes aux Autorites Administratives. En aucun cas vous ne serez identifies 
nominalement. 
Dans le C~S oii votre Ctat de santt serait alter6 a la suite de votre participation a l’etude, INGREDIA 
s’engage a vous dedommager dans le cadre d’une assurance, contractte a cet effet, dans la mesure 
ou il pourra etre ttabli que ces dommages sont la consequence directe de la prise du produit a 
l’ttude ou des conditions de realisation de l’etude. 
I~ fichier informatique utilise pour realiser la presente recherche a fait l’objet d’une autorisation de 
la CNIL en application des articles 40-l et suivants de la loi “Informatique et LibertCs”. 
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Les donnCes mCdicales vow concemant, ainsi ‘que celles relatives ?I vos habitudes de vie, 

nCcessaires compte tenu de l’objet de la recherche font l’objet d’un traitement informatique et ne 
seront transmises qu’au promoteur ainsi que le cas CchCant aux autoritCs sanitaires habilitCes dans 

des conditions, garantissant la confidentialitb. Vous pouvez exercer vos droits d’acds et de 
rectification auprts du Pr. J.-L. BRESSON. 
Le protocole de cet essai (essai n”99-07-11) a Ct6 soumis 2 l’avis du C.C.P.P.R.B. du Groupe 
Hospitalier Necker-Enfants Malades, Paris (ComitC Consultatif de Protection des Personnes dans la 
Recherche BiomCdicale). Ce comitC a Cmis un avis favorable le 13 septembre 1999 pour la 
rtalisation de 1’Ctude d&rite dans le protocole, qu’il a jug6 conforme aux dispositions prCvues par la 
loi 88-1138 du 20/12/1988 relative ?I la protection des personnes qui se pr&tent ZI une recherche 
biomkdicale. _ 
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9.3 - NNEXE N” 3 : Process d’obtention de I’hjdrolysat 

Le process d’obtention de l’hydrolysat comporte les 5 phases suivantes : 

1) LA solution de base est enrichie en casCine alpha-S ; 

2) L.a solution enrichie est ensuite hydrolyste & l’aide d’une trypsine pancrtatique, la PTN 3.05 
Pancreatic Trypsin Nova, Novo Nordisk) ; 

3) Inactivation de l’enzyme ; 

4) Concentration SOUS vide de la solution ; 

5) Skchage en tour spray. 
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9.4 - NNEXE N” 4 : Certificat de contr6le vCt6tinaire 

PRODUIT: HYDROLYSAT DE PROTEINE DE LAIT ING 911 (LOT ING 99044) 

Nous certifions que la marchandise destinCe B la consommation humaine a iti 
fabriquke par INGREDIA B St Pol-sur-Temoise qui a agrCCe sous le numCro 
62.767.30. Ce site est sous la responsabilitt de M r Jacques LANDA. Le site pratique 
des auto-contr6les dans ses laboratoires qui sont rCguli&-ement contrblks par nos 
services. 
Les rtsultats repris ci-apres ont CtC realis& dans le cadre de ces auto-controles par le service 
Assurance QmlitC sous la responsabilite de Mr Jacques LANDA. 

Services Veterinaires d’Arras (62) 
M inistbre de 1’Agriculture 

Le 12 Juillet 1999 

Docteur Catherine ROZO 
VCtCrinaire Inspecteur 

CERTIFICAT D’ANALYW 

Labomtoires INGREDIA Saint Pal-sur-Temoise (62) 

Nom du produit: ING 911 
Prksentation du produit: poudre 
Analyses physico-chimiques : 
- HumiditC : 5.3 %  
- Mat&es grasses : co.1 %  
- Mat&es azotees : 74.9 %  
- Mat&es m inerales : 13.1 %  
- Lactose (par difference) : 6.6 %  

Analyses bacttkiologiques : 
- Germes totaux : 100/g 
- Coliformes : Abs/g 
- E. Coli : Abs/g 
- Spores de clostridium SR : Abs/g (24h a 46°C.) 
- Staphylococcus aureus : Absfg 
- Salmonelles : Abs/25 g 
- Levures - Moisissures : Abs/g 
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9.6 - J~NNEXE N 0 -6 : Attestation d’assurance du promoteur 

INGREDlA 
caisse Locale de : FE~ERAE EtmEPRms 

Police no . 56383J 

Avenue F Lobbedez 
62000 ARRAS 

La Caisse Locale atteste que le societaire ci-dessus est titulaire d’un contrat 
“Responsabilit6 Civile des Promoteurs de Recherches Biom6dicales en 
France” no 56383J. 

Ce contrat garantit : 

Etude des effets de protkines du lait sur un stress leger chez le volontaire sain 
Nom du produit Qtudici : INGSI 1 
Hydrolysat de prothes de lait, ktude sans bhkfice individuel direct, 42 
volontaires sains. 
Date d’effet du contrat : ler juin 4999 
Ech6ance : prime forfaitaire appelee en 1 fois B la souscription du contrat. 

Ce!te attestation ne peut engager la Caisse Locale, en dehors des termes et limites 
p&is&s par les clauses et conditions du contrat p&cite auxquellss elle se refere. 

Fait 6 ARMS, le 12 aoClt 1999 

Four la Caisse Regionale et par 
delegation de la Caisse Locale 

Marcel WAJ;TECAMPS 
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9.7 _ mmXE No 7 : Rhltats individuels : test “de StrOOp 
. . 

e rN”SujetnTraitement ( Code PAS PAD PAD 
Traitement Repos Stress 

$1-5 65.8 66.8 i 145.0 1 
774 I I 151.7 

_--.- , - 
131.1 [ 75.8 1 75.4 1 1 
113.1 1 63.0 1 65.4 1 149.2 

1 126.8 1 61.0 71.9 t 1 
J 1 S2-1 1 124.3 1 53.9 1 60.5 1 134.3 ’ 

131.6 05.1 1 1u.u 

154.8 66.3 1 72.1 : 
$2-5 151.2 81.9 1 75.6 175.2 

placebo 1 S2-8 1 129.3 1 68.6 69.7 1 157.1 

;il 
31 
32 
33 
34 
35 
36 
71 

, 
Placebo 
ING 911 
Plrr-ehn 

-. 
38 I Placebo I S3-10 r 
10 i INGPll i S-4-11 

1-P 119.6 143.2 76.4 63.4 
151.0 98.4 80.6 a, . .._ _ _- , -- __ 1 136.6 1 88.4 1 67.3 I 

40 1 ING 911 1 S3-12 1 127.0 1 64.5 1 49.4 1 143.1 72.8 57.7 ~ ~~ 41 r J’&ebo-[ S3-13 1 154.0 1 66.0 1 53.5 1 189.6 85.5 61.5 

42 1 ING911 1 S3-14 1 148.5 I- 89.0 1 62.9 1 171.3 105.7 83.0 
A?* 1 INC.911 _a , . ..- _-- 1 S3-15 1 122.6 67.9 64.2 136.3 75.3 58.6 1 1 1 

* Sujet no 43 en remplacement du sujet no 10. 

Etude N’ INGREDLGO4/0799/ING 911/SVS 
ETAP - Nancy, CIC Group Neck,-Emfans Malades - Pans 

1...11-, ,Mn 
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9.8 _ ANmXE No 8 : RCsultats individuels : test au froid 

CPT : Cold Pressor Test (Test au froid). 
* Sujet no 43 en remplacement du sujet no 10. 

Etude N’ INGRJ3DiA-O4/0799/ING 911/D’S 
ETAP - Nancy, CIC ‘.hupc Ncckcr-Enfans Malades - Pans 

I.*i,,.t 7m 
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9.9 - ,ANNF;XE N 0 9 : Rhltats individuels : ACTH et cortisol plasmatiques 
-, 

Place 
ING 911 1 Sl-7 

14.80 51.00 I lo3JJ0A 

I, 

18 
19 
20 
21 
22 
23 
24 

. .“---- 

ING 911 
Placebo 
Placebo 
ING 911 
Placebo 
ING 911 
Placebo 

S2-5 
s2-6 

S2-9 
s2-10 ,  W.“” ,  

I I r-- 25 

-I” 

31 
32 

22.29 19.83 
13.22 12.82 25.8 

ho I G-S 15.00 6.67 78 7 
20.38 1 12.74 1 7 14.68 I 

s3-11 
r-~ 
I 

Ail TV I lNr.911 , ._. .- _ _ _ s3-12 19.20 
41 1 Placebo I s3-13 21.25 13.84 1 17.70 14.21 
42 1 ING 911 1 S3-14 20.65 21.79 1 35.14 24.63 

43* 1 ING911 1 S3-15 13.57 1 18.76 1 23.20 36.00 
TOH : mesure au repos avant les tests de stress. 
T3H : mesure a la fin des tests de stress, soit 3 hl 
* Sujet n’ 43 en remplacement du suiet no 10. 

ewes aprbs l’ingestion du produit. 

Etude N’ INGREDIA.Q4/0799/lNG 9Il /SVS 
ETAP - Nancy / CIC Gmupe Necker-Enhnu Malades - Pans 

1,.,11d ?rvm 


